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(57) Abstract 



VERPAHREN ZUR HERSTELLUNG VON PEPTIDEN DURCH SPEZIRSCHE SPALTUNG 
VON GENTECHNISCH GEWONNENEN FUSIONSPROTEINEN MIT COLLAGENASEN 



Fusion proteins are disclosed having the formula (I) H2N-Zi-X-(Pro-Y-Gly)n-Pro-Z2-COOH, in which n > 2, X and 
Y are each of the 20 amino-acids determined by the genetic code, Zi is a bacterial amino-acid sequence and Z2 is the target 
peptide composed of any desired amino-acids of the genetic code. Also disclosed are their production process and their 
enzymatic cleavage to form desired eukaryotic proteins. 

(57) Zosammenfassnng 

Die vorliegende Erfindung betrifit Fusionsproteine der Formel (I): H2N-Zi-X-(Pro-Y-Gly)ii-Pro-Z2-COOH in der n 
^ 2 ist, X imd Y jede der 20 durch den genetischen Code festgelegten Aminosauren darstellt, Zj eine bakterielle Amino- 
sauresequenz und Z2 das Zielpeptid aus beliebigen Aminosauren des genetischen Codes bedeuten, Verfahren zu ihrer Her- 
stellung und ihre enzymatische Spaltung zu gewunschten eukaryotischen Proteinen. 
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Verfahren zur Herstellung von Peptiden durch spezifische 
Spaltving von gentechnisch gewonnenen Fusionsproteinen mit 
Collagenasen 



Die Gentechnologie hat neue Wage zur Herstellung von Peptiden 
und Proteinen eroffnet, welche der herkommlichen chemischen 
Synthese, insbesondere bei langeren Aminosauresequenzen, weit 
xiberlegen sind. Dadurch stehen erstmals sonst schwef zugangliche 
Substanzen wie Wachstumshormon^ Interferone und zahlreiche Pep- 
tidhormone in ausreichenden Mengen zur Verfugung (F.A.O. 
Marston, Biochem. J. 240 , 1-12 [1986]). 

Die gentechnischen Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden 
bemhen auf der Ubertragung einer geeigneten Desoxyribonuklein- 
saure (DNA) , welche Codons fur die herzustellende Aminosaurese- 
quenz enthalt, auf geeignete Wirtszellen in einer Form, welche 
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die Replikation und die Expression der neu eingebrachten gene- 
tischen Information ermoglicht. Als VJirtszellen werden bei klei- 
nen bis mittelgroBen Peptiden (weniger als ca. 100 Aminosauren) 
vorzugsweise Bakterien wie Escherichia coli eingesetzt. 

Es hat sich nun gezeigt^ daB Polypeptide des genannten GroBenbe- 
reiches sehr leicht von intrazellularen bakteriellen Proteasen 
angegriffen werden, da sie. nicht durch eine ausgepragte Tertiar- 
struktur geschiitzt sind. Dies kann zu einer starken Ausbeutever- 
iciinderung oder auch zum vulliyeii Verlust des priXTiCrcn Sicsvnthe— 
seproduktes fxihren, wenn die Expression so gelenkt wird, daB das 
herzustellende Polypeptid direkt in der endgultigen Form oder 
allenfalls mit einem zusatzlichen N-terminalen Methionin-Rest 
gebildet wird (sogenannte direkte Expression). Dagegen lassen 
sich die gewunschten Aminosauresequenzen in der Kegel in 
guter Ausbeute erhalten, wenn sie zunachst als sehr viel groBere 
Vorlaufermolekule, sogenannte Fusionsproteine, synthetisiert 
werden. 

Zur Herstellung kleinerer und mittelgroBer Peptide wird daher 
eine Verf ahrensvariante bevorzugt , bei v/elcher durch -In Vitro- 
Neukombination aus einem -gut expriraierbaren und moglichst aiich 
regulierbaren bakteriellen Gen und der DNA-Sequenz fur das her- 
zustellende Peptid ein Hybrid-Gen auf einem Plasiaid-Vektor ge- 
bildet wird. Das Hybrid-Gen enthalt die urspriinglichen bakteri- 
ellen Regulationselemente (Promoter, ribosomale Bindungsstelle 
und Terminator) sov/ie einen moglichst groBen Teil der Codons 
fxir die N-terminalen Aminosauren des bakteriellen Genproduktes , 
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gefolgt von den Codons fiir das neue Peptid sowie einem Stopcodon. 
Nach Oberfiihrung des Plasmid-Vektors in eine geeignete bakteri- 
elle Wirtszelle durch Transformation steuert das Hybrid-Gen die 
Biosynthese eines Fusionsproteins , dessen N-terminaler Teil sich 
von.dem entsprechenden bakteriellen Protein ableitet, wahrend 
der C-terminale Teil aus der Amino sauresequenz des herzustellen- 
den Peptids besteht. Dieses Fusionsprotein kann leicht durch 
FexTtientation der trans formierten Zellen in groflen Mengen herge- 
stellt und isoliert werden. Verschiedene bakterielle Gene sind 
fiir die Konstruktion von Hybrid-Genen eingesetzt worden, vor- 
zugsweise jedoch solche fiir die Enzyme 6-Galactosidaser B-Lacta- 
iciase, Anthranilat-Synthetase, alkalische Phosphatase und Chlor- 
amphenicol-Acetyltransf erase . 

Die letzte Stufe bei der Herstellung eines Peptids nach dem 
oben skizzierten Verfahren ist die exakte Spaltung des Fusions- 
proteins. Um diese zu ermSglichen, muB* das Hybrid-Gen so kon- 
struiert werden, daB in dem spateren Fusionsprotein zwischen dem 
bakteriellen Teil und der neu herzustellenden Peptidsequenz eine 
leicht urid selektiv spaltbare Peptidbindung vorhanden ist. Die 
Entwicklung eines spezifischen und moglichst breit anwendbaren 
Verfahrens fiir die Spaltung von Fusionsproteinen hat sich als 
das groBte \ind bisher nicht v511ig zuf riedenstellend geloste 
Problem bei der gentechnischen Herstellung kleinerer und mittel- 
groBer Peptide erwiesen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein spezif isches 

und daher allgemein anwendbares Verfahren zur Spaltung von Fu- 
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sioasproteinen, welches die exakte Aminosauresequenz des ge- 
wunschten Peptids liefert, chne am N-tenninalen Ende unerwansch- 
te zusatzliche Aminosauren zu hinterlassen. 

Die ersten gentechnisch hergestellten Peptide, wie z.B. Somato- 
statin (K. Italcura et al., Science 198, 1056-1063 119773) Oder 
die A- und B-Kettertvon humanem Insulin (D.V. Goeddel et al. , 
Proc. Natl. Acad. Sci, USA 76, 106-110 11979]), waren durch 
Spaltung mit Bromcyan aus den entsprechenden Fusionsproteinen , 
welche sich von B-Galactosidase ableiteten, freige.«i..t warden. 
Bromcyan spaltet selektiv die Bindung zwischen Methionin und 
der ntchsten carboxylstandigen Aminos^ure (Met-X, wobei X ir- 
gerdeine der 20 durch den genetischen Code festgelegten Amino- 
sauren sein Icann) . Dieses Verfahren ist naturgemaB nur anwend- 
bar fur Peptide, welche selbst kein Methionin enthalten; das 
trifft fiir die drei oben genannten Peptide zu. 

Gleichartige EinschrEnkungen gelten fur alle Verfahren zur Spal- 
tung von Fusionsproteinen, welche auf der Erkennung einer ein- 
zemen Aminosaure bexuhen. So sind Fusionsproteine hergestellt 
worden, welche die Aminos^uren Lysin, Arginin oder Glutamins^ure 
als Verknapf-ar.g zwischen dem N-terminalen und dem C-terminalen 
Teil enthalten. Zur Spaltung wurden die Enzyme Trypsin (J. Sh.ne 
et al.. Nature 285, 456-461 [1980]) und Clostripain (A.D. Ben- 
nett et al. , EPA 0131363 ) . welche beide die Bindung zwi- 

schen Lys-X und Arg-X offnen sowie Endoproteinase Glu-C (A.D. 
Bennett et al. , EPA 0131363 ) . welche die Bindung Glu-X 

spaltet,. verwendet. Endoproteinase Lys-C (G. Allen et al. , Biol. 
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Oiem. Hoppe-Seyler 362, Suppl, Aug. 1986, S, 162, Abstr. 
L^.01,03), die spez.ifisch nach Lysin spaltet, ist ebenfalls 
eingesetzt worden, 

Sehr viel spezif ischer und damit breiter anwendbar sind Verfah- 
ren, die eine spezif ische Bindung innerhalb einer genau de- 
finierten Sequenz aus mehreren Aminosauren spalten, So.konnten 
P.R. Szoka et al. (DNA 5^, 11-20 [1986]) ein Fusionsprotein , in 
dem eine Teilsequenz aus Anthranilat-Synthetase sowie Rin- 
der-V/achstumshormon uber die Sequenz Asp-Pro miteinander ver- 
kniipft sind, durch Einwirkung von Saure in die beiden Bestand- 
teile zerlegen, weil die Bindung Asp-Pro sehr saurelabil ist. 
Neben der Tatsache, daB man bei der Einwirkung von Saure auch 
mit der Spaltung weiterer Peptidbindungen als Nebenreaktion 
rechnen mufl , hat dieses Verfahren vor alien den Nachteil, daB 
das Prolin aus der Kopplungssecjuenz am N-terminalen Ende des 
Peptids iibrig bleibt, was in vielen Fallen nicht tolerabel ist. 
Die gleiche Einschrankung muB man bei der Umsetzung mit Renin 
machen, welches verwendet worden ist, um in einem Fusionsprotein 
innerhalb der Sequenz Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr selektiv die 
Bindung zwischen den beiden Leucin-Resten zu spalten (J.S. Bo- 
ger et al., EPA 0163573.). In diesem Fall bleiben .drei zu- 

satzlicteund haufig unerwiinschte N-tertninale Aminosauren iibrig.' 

Faktor^Xa, eine Plasmaprotease, deren normale Funktion die Um- 
wandlung von Prothrombin in Thrombin ist, ist von K. Nagai und 
H.C. Th^Sgersen (Nature 309 , 810-812 [1984]) verwendet worden, 
urn htimanes 6-Globin aus einem Fusionsprotein f reizusetzen, des- 
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sen N-terminaler Teil aus 31 Aminosauren des /\cII-Proteins be- 
stand. In ahnlicher Weise haben T. Imai et al. (J. Biochem, 100 ^ 
425-432 [1986]) das Enzym eingesetzt, urn hvtmanes Prorenin liber 
ein Fusionsprotein mit 9 zusatz lichen N-terminalen Aminosauren 
herzustellen. In beiden Fallen war als Ubergang zwischen N- und 
C-terminalem Bereich die Sequenz Ile-Glu-Gly-Arg-X vorhanden, 
die vom Faktor Xa spezifisch erkannt und an der Bindung zwi- 
schen Arg und X gespalten wird (wobei X die erste N-terminale 
IkminosSure des humanen Proteins ist) • Faktor Xa scheint daher 

die Forderuncren zu erfullen, die man an ein Enzym 
stellen muB, welches fur die Spaltung von Fusionsproteinen ein- 
gesetzt werden soil. Allerdings sind auch zwei Falle berichtet 
wordeur in denen eine Spaltung von Fusionsproteinen r welche die 
obige Erkennungs sequenz enthielten, lait Faktor Xa nicht moglich 
war (G. Allen et al* , Biol. Chem. Hoppe-Seyler 367 , Suppl. Aug. 
1986, S. 162, Abstr. 19.01.03; H. Mayer et al-, Biol. Chem. 
Hoppe-Seyler 367 , Suppl. Aug. 1986, S. 285, Abstr. 05.01.50). 
Eine generelle Anwendung dieses Verfahrens ist daher nicht 
moglich. 



&hnliche Einschrankungen muB man fiir das Enzym Enterokinase ma- 
chen, welches in der Sequenz (Asp) ^-Lys-X die Bindung zwischen 
Lys und X spaltet. R.M. Belagaje et al. (DNA 3, 120 [1984]) haben 
2war mit diesem Enzym menschliches Wachstumshormon aus einem Fu- 
sionsprotein freigesetzt, in welchem sich diese Sequenz nicht 
weit vom N-terminalen Ende entfernt befindet, ahnlich wie in 
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Trypsinogen, 6em naturlichen Substrat der Enterokinase. 

Versuche, Fusionsproteine, in denen alkali- 
sche Phosphatase und adrenocorticotropes Honnon iiber die genann- 
te Sequenz verknupft waren, mit Enterokinase zu spalten , war en 
jedoch nicht erfolgreich. 

In EP 20290 wird ein Verfahren. beschrieben, das 

die hohe Spezifitat von. Collagenasen zur Spaltiing von Fusions- 

proteinen entsprechender Struktur ausnutzt . 

Collagenasen erkennen die Sequenz Pro-Y-Gly- 
Pro, wobei Y jede beliebige der 20 Aminosauren. des genetischen 
Codes sein kann, und spalten zwischen Y und Gly. Aus einem Fu- 
sionsprotein, welches diese Sequenz enthalt, wird ein Peptid 
freigesetzt, welches am N-terminalen Ende noch die aus der 
Collagenase-Sequenz stammenden Aminosauren Gly und Pro enthSlt. 
Diese konnen als Dipeptid mit einem weiteren Enzym, der Post- 
£rolin-Dipeptidyl-Aminopeptidase (PPDA) , entfemt werden. 

Versuche zur Spaltung von Peptiden und Proteinen, welche die 
Sequenz Pro-Y-Gly-Pro enthalten, mit Clostridiopeptidase A, ei- 
ner Collagenase aus Clostridium histolyticum (EC 3. 4. 24,3), ha- 
ben nun gezeigt, daB die Anwendung der oben beschriebenen 
Reaktionsfolge zur Herstellung von Peptiden iiber Fusionsproteine 
nur in sehr begrenztem MaBe moglich ist. Zwar konnten M. Topert 
et al. (Mitteilung beim 14. FEBS-Meeting [1981]) zeigen, daB 
sich ein relativ kleines, halbsynthetisches Modellpeptid, und 
zwar die Verbindung 

Cbo-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-Insulin-A-Kette (Rind) 
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entsprechend dem oben dargestellten Schema mit Clostridiopepti- 
dase A und PPDA umsetzen laBt, wobei die erwarteten Reaktions- 
produkte in guter Ausbeute erhalten wurden, Ahnliche Ergebnisse 
erhielten E. Wunsch et al. ( Hoppe-Seyler ' s Z. Physiol. Chem. 
362, 128S-1287 [l98l]) bei der Umsetzung eines anderen Modell- 
peptids. Dagegen lieBen sich von vier natiirlichen Proteinen 
mit der Sequenz Pro-Y-Gly-Pro nur zwei (Neurophysin II und 
Rinderkatalase) mit Clostridiopeptidase A spezifisch" spalten*, 
und dies auch nur nach Umwandlung der Cystein-Seitenketten in 
<?_G,,T^£^rj3+-3_ Trotz eines rel^tiv groBen Enzymiiberschusses 
konnte jedoch keine quantitative Umsetzung erreicht werden 
(M, Topert et al. , Mittdlung beim 14. FEBS-Meeting [l98l]). 

In der deutschen Patentanmeldung { Aktenzeichen P 37 31 875.6) wird 
ein Verf ahren zur Herstellung von adrenocorticotropem Hormon 
iiber Fusionsproteine beschrieben, die sich von der alkalischen 
Phosphatase aus E.coli ableiten. Auch in diesem Fall wurde ge- 
funden, daS fusionsproteine mit einer Tetrapeptidsequenz 
Pro-Y-Gly-Pro zwischen bakterieller Proteinsequenz und Zielpep- 
tid, wobei Y jede der 20 Aminosauren des genetischen Codes be- 
deutet, sich zwar spezifisch an der vorbestimmten Stelle mit 
Clostridiopeptidase A spalten lassen, jedoch war die Reaktions- 
geschwindigkeit sehr niedrig. 

J.'Germino und D. Bastia (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8t_, 4692- 
4696 [l^84]) haben ein Fusionsprotein hergestellt, welches als 
Bindeglied zwischen dem N- und C-terminalen Bereich eine Se- 
quenz aus ca. 60 Aminosauren aus Proa-2-Collagen enthielt. Die- 
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ses Protein lied sich mit Collagenasen ahnlich gut spalten wie das 
entsprechende Collagen selbst, Es ist jedoch nicht bekannt, an wel- 
chen Stellen innerhalb der Sequenz von ungefahr 60 Aminosauren das 
Fusi onsprotein genau gespalten wird, Es zeigte sich auBerdem, da(5 
ein mehr oder weniger grofier Rest dieser Sequenz noch am N-termina- 
len Ende.des C-terminalen Spal tproduktes vorhanden ist. Daher ist 
diese Verf ahrensvariante zur Herstellung von Polypeptiden mit genau 
vorgegebenem N-terminalen Ende ungeeignet. 

Die vorliegende Erfindung besteht in einem Verfahren zur Herstellung 
von Zielpeptiden , das dadurch gekennzeichnet ist, daB man aus einem 
Fusionsprotein der Formel I, 

H2N-Z^-X-(Pro-Y-GIy)^-Pro-Z2-C00H (I) . 
in der 

n > 2 ist, 

X und Y jede der 20 durch den genetischen Code 
festgelegten Aminosauren darstellt, 
eine bakterielle AminosSuresequenz und 

Zg das Zielpeptid aus beliebigen Aminosauren 

des genetischen Codes bedeuten, 

die C-terminal auf die Aminosauresequenz -X-(Pro-Y-Gly)^-Pro- , in 
der X und Y jede genetisch kodierbare Aminosaure und n > 2 bedeuten, 
folgende Proteinsequenz enzymatisch mit Collagenase und Postprolin- 
dipeptidylaminopeptidase (PPDA) abspaltet. 
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Die Erfindung betrifft aulierdem Fusionsproteine der Formel I 
und Verfahren 2u ihrer Herstellung gemaB Anspruchen 1 - 6, 
sowie Genstrukturen, die fiir Fusionsproteine der Formel I 
kodieren und Plasmide Oder verglelchbare Vektoren (z.B. 
Phagenvektoren), die Codons fur repetitive Collagenase- 
Schnittstellen enthalten und damit zur Herstellung von Fu- 
sionsproteinen der Formel I geelghet sind. 



Als bakterielle Aminosauresequenz kommen alkalische 
Phosphatase, Anthranllat-Synthetase, |5-Lactamase. p-Galactosi- 
dase, Chloramphenicol-Acetyltransferase etc. in Frage. 



Das nachstehende Reaktionsschema erlautert die proteoly- 
tische Spaltung von Fusionsproteinen rait Collagenase und 
Postprolin-Dipeptidyl-Aminopeptidase (PPDA) : 



wo 89/02461 



- 11 - 



PCT/DE88/00535 



Bakteriel le Peptid 

NHj X-(Pro-Y-6Iy) -Pro COOH 

Proteinsequenz 



Cbl lagenase 



Bakteriel le 

NHa - X-Pro-Y + (Gly.pro-Y) . 

Proteinsequenz 



Peptid 

+ Gly-Pro COOH 



PPDA 



Peptid 

Gly-Pro + HHz COOH 



Fur X und Y kann jede der im genetischen Code festgelegten 
20 Aminosauren stehen. n bedeutet bevorzugt 2 bis 10. 



Der Vorteil des neuen Verfahrens zur Spaltung von Fusions- 
proteinen besteht gegenuber dem Verfahren aus EP 2029O darin, 
daB die Umsetzungsgeschwindigkei t z.B. mit Clostridiopeptidase A 
urn GroBenordnungen gesteigert werden kann. Fus ionsproteine , die 
die Erkennungssequenz fur Collagenase in repetitiver Form ent- 
halten^ lassen sich unvergleichl ich viel besser spalten als die 
entsprechenden Fus ionsproteine mit einer einfachen Spaltstelle 
fur Col lagenasen . 
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Zur Veranschaulichung des erf indungsgemaBen Verfahrens werden in 
den Beispielen 1-3 die Herstellung und enzymatische Spaltung von 
3 Modellproteinen beschrieben , welche verschiedene, durch Colla- 
genasen spaltbare Sequenzen enthalten. Die Aminosauresequenzen 
dieser Proteine sind in Tab. 1 zusammengef aBt. Sie leiten sich 
von der Praphosphatase aus E-coli K 12 ab, einem Zwischenprodukt 
der Biosynthese von alkalischer Phosphatase, welche aus 471 Ami- 
nosauren besteht. Durch Abspalten einer N-terminalen Signalse- 
quenz von 22 Aminosauren wird die Praphosphatase in das aktive 
Enzvm uberfiihrt. Dagegen wird bei den modif izierten Phosphatasen 
die Signalsequenz von 22 Aminosauren nicht in nennenswertem Om- 
fang abgespalten^ 

Die Aminosauresequenz der alkalischen Phosphatase (R.A. Brad- 
shaw et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 81, 4692-4696 [1981]) 
sowie die Nukleotidsequenz des entsprechenden Gens aus E.coli 
K12 (phoA) sind bekannt (M. Simonis,. Dissertation, Freie Univer- 
sitat Berlin C1983]; C.N. Chang et al. , Gene 44, 121-125 [19B6J) ; 
Vektorenr die fur die Konstriiktion von Fusionsproteinen auf der 
Basis von alkalischer Phosphatase verwendet werden konnen, sind eb^alls 
beschrieben worden (W. Boidol et al., Mol. Gen. Genet. 185 , 510- 
512 [1982]; V7. Boidol^ Dissertation, Technische Universitat Berlin 
[1984]) . Ausgehend von einem dieser Plasmide, welches die Be- ' 
zeichnung pSB94 tragt, wxorden mit an sich belcannten Methoden der 
in vitro-Neukombination und DNA-Klonierung {T. Maniatis et al., 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, N.Y.,. USA [1982]) modif izierte Vektoren hergestellt, 
welche nach tJberfiihrung in geeignete E.coli-Wirtszellen die Bio- 
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synthese der in Tab. 1 dargestellten Proteine bewirken* Dazu 
wurden in zwei Positionen des phoA-Gens auf pSB94, namlich in 
die Ncol- bzw, in die Sphl-Sequenz ^ Oligonukleotide eingefiigt, 
welche in den modifizierten Genen Codons fur die durch Collage- 
nasen erkennbaren Aminosauresequenzen bilden. Restriktionskar- 
ten von pSB94 und der davon abgeleiteten Plasmide pSA302, pSA506 
und PHS413.3 sind in den Abb. 1-4 dargestellt. 

Die Ergebnisse der Umsetzxing der 3 Modellproteine mit Clostri- 
diopeptidase A sind auf :Seite 35 und 36 sowie in Tab. 2 dargestellt. 

zeigt eine gelelektrophoretische Trennung, die die Entstehung 
von Spaltprodukten des erwarteten Molekulargev/ichtes und 
damit die spezifische Spaltung an der vorbestimmten Stel- 

le belegt, Auf Seite 36 ist die Abhangigkeit der Produktbildung 
von der Inkubationszeit und der eingesetzten Enzyinmenge darge- 
stellt. Die aus den Kurven ermittelten Produktbildungsraten, 
die in Tab. 2 zusammengef aBt sind, machen deutlich, in wel- 
chem Umfang eine Doppelschnittstelle (HS 4133/1) und erst recht 
eine f iinf fache-Schnittstelle (SA 506/1) die Reaktionsf ahigkeit 
gegeniiber Collagenasen im Vergleich zu einer einfachen Schnitt- 
s telle (SA 302/1) erhohen. 

In d'er dartschen PatentarrTBldung (Aktenzeichen P 37 31 875.6 ). derm Gegen- 
scand ein Verfahren zur Herstellung von adrenocorticotropem Hor- 
mon und davon abgleiteten Peptiden ist, werden Fusionsproteine 
beschrieben, in denen die Hormonsequenz iiber eine einfache bzv/. 
repetitive Collagenase-Schnittstellen an Teilsequenzen der alka- 
lischen Phosphatase aus E.coli gekoppelt sind. Die dort beschrie- 

ISA/EP 
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benen Versuche zur Omsetzung dieser Fusionsproteine mit Clostri- 
diopeptidase A bestatigen in vollem Umfang die in der vorliegen- 
den Erf indung beschriebenen Resultate. Die Produktbildungsraten 
der wichtigsten ACTH-Fusionsproteine sind ebenfalls in Tab. 2 
enthalten. Wahrend aus dem Protein mit einer einfachen Collage- 
nase-Schnittstelle (SA186/1) das Peptidhormon nur unvollstandig 
und unter Bedingungen freigesetzt werden konnte, die fiir eine 
praktische praparative Anwendung ungeeignet sind, wurde das ent- 
sprechende Protein mit einer doppelten Schnittstelle (SA343/1) 

„™ PaVi--or von mindestens 1o' besser gespalten. 

Durch Verwendung einer filnffachen bzw. einer achtfachen Schnitt- 
stelle (SA341/1 bzw. SA360/1) wurde die Reaktionsgeschwindigkeit 
weiter erhbht. Die Sequenz des ACTH-Fusionsproteins SA 341/1 ist 
in Tab. 1 dargestellt. Die Trennung auf Seite 35 zaigt in Spur 3 die 
Produkte der Umsetzung von SA341 /I mit Clostridiopeptidase A. 

Die umsetzung mit PPDA entsprechend dem bereits oben angegebenen Schema 
te.Tn bei der Verwendung von repetitiven Collagenase-Schnittstellen 
nur dann zu dem autentischen Peptid mit der exakten Aminosaure- 
sequenz am N-terminalen Ende fuhren, wenn innerhalb der repeti- 
tiven schnittstelle auch die Y-Gly-Bindung gespalten wird, die 
dem N-terminalen Ende des Peptids am nachsten liegt. Analytische 
Untersuchungen durch Gelelektrophorese und HPLC lieBen keine 
ueterogenitat der Spaltprodukte aus Fusionsproteinen mit repeti- 
tiven Collagenase- Schnittstellen erkennen. Dies weist darauf 
bin, daB bei der Umsetzung mit Clostridiopeptidase A alle Y-Gly- 
Bindungen der repetitiven Sequenz gescbnitten werden. Wie in der 
deutschen Patentanmeldung ( Aktenzeichen Pi7 31 875.6 ) 
beschrieben. wurde dies am Beispiel 

ERSATZ3LATT 
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des entsprechenden Spaltproduktes aus SA 341/1 durch Bestimmung 
einer N-terminalen Partialsequenz bestatigt: der Edman-Abbau 
ergab die fiir die ersten sieben Aininosauren von Gly-Pro-ACTH er- 
wartete Sequenz. Offenbar werden durch Spalten einer ersten Bin- 
dung innerhalb einer repetitiven Sequenz die v/eiteren Spaltstel- 
len durch Freilegung und bessere Zuganglichkeit so aktiviert, 
daB sie sehr viel rascher reagieren als die erste Spaltstelle, 
so daB Zwischenprodukte unvollstandiger Spaltung nicht zu er- 
fassen sind. 

Durch die Verwendung repetitiver Collagenase-Schnittstellen 

» 

. wird die Spezifitat des Verfahrens deutlich erh5ht, und selbst 
Peptide^ die zufallig die Sequenz Pro-X-Gly-Pro enthalten, konn- 
ten wegen der geringen Reaktionsf ahigkeit dieser Sequenz unter 
den hier angewendeten Bedingungen hergestellt werden. Damit ist 
das Verfahren zur Herstellung praktisch jeden beliebigen Peptids 
geeignet, und auch in der Wahl der Wirts-/Vektor-Systeme sowie fiir 
die Verwendung anderer Collagenasen und Aminopeptidyl-Dipeptidasen ahnlicher 
Spezifitat gibt es keinerlei Einschrankungen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ISBt sich riaturlich auch in einem Schritt, d.h. 
bei gleichzeitiger Umsetzung mit Collagenase und PPDA, durchfuhren. 

Am 16.07.1979 wurde bei der American Type Culture Collection (ATCC) in * 
Rocke^ille, Md., USA hinterlegt (Hinterlegungsnummer) : 

Plasmid pBR 322 (ATCC 40015). 
Am 16.07.1979 wurde bei der DSM, Gottingen hinterlegt: 

Escherichia coli SB 44 (OSM 1606). 
Sett dem 26.11.1973 liegt bei der DSM eine Hinterlegung vor fur: 

Escherichia coli K 12 Wildtyp (DSM 498). 
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B E I S P I E L E 



1. Herstelluna von neukombinierten Plasmi den mit Genen fur die 
Phosphataseproteine SA 302/1 . S& 506/1 und HS 4133/1 

Die Biosynthese der drei Proteine wird in entsprechend trans for- 
mierten BakterienzeLlen durch die neukombinierten Plasmide 
PSA302, PSA506 und pHS4133 determiniert . Diese Plasmide sind aus 
dem Vektorplasmid pSB94 entstanden. pSB94 wurde aus dem Plasmid 
PSB53 (hinterlegt am 16.7.79 unter der Nr. ATCC ^0020) nach 
einem beschriebenen Ver-fahren (W.Boidol. Dissertation. Tech- 
nische Universitit Berlin [1984], siehe auch US-Patent 
Nr. 4.375.514) abgeleitet. 

HerstelT.nn des Plasmids r.SR94 rw.Boidol. Dissertati,9P 
Ttl-Ber.l , in Da3/F Ri:^- Nr. IFiB (1984 )1 

Ausgehend votn Plasmid pSB53 [EP-Patent 23882. ATCC 40020 
(16.7.79)3 wurde das Plasmid pSB94 wie folgt hergestelltr 

In einer Reaktionsmischung bestehend aus 50m1 pS853 
C205pg/ml). SOpl Reaktionspuf f er (20mM Tris HCl. 20mM MgCl^. 
150mM NaCl. 20mM Mercaptoathanol . pH 7.5). ISpl Rinderserum- 
albumin (1mg/ml). 5m1 Sal I. Spl Xho I und 12yl H^O wurde 
die PSB53-0NS 3 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Die Restriktionsenclonukleasen Sal 1 und Xho I wurden von der 
Fa. Biolabs (USA) bezogen. 

Die Reaktionsbedingungen. die zu einer quantitativen Spaltung 
von pSB53 (MG-Bestimmung mittels Gel-Elektrophorese ) in Frag- 
ments von 2255 bp und 6454 bp (MG-Bestimmung mittels Sequenz- 
analyse) -fuhren, wurdea in Vorversuchen ermittelt. 
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Die Trennung der beiden Fragmente erfolgte durch Agarose- 
Gelelektrophorese . 

Das 6454 bp-Fragment wurde aus einem 0,7 t Agarosegel durch 
Elektroelution isoliert CT. Maniatis. E- Fritsch, J. Sambrock; 
Molecular Cloning. 164-165. Cold Spring Harbor Lab. New York 
(1982)] und in einem Ligaseansatz uber die komplementaren 5'- 
uberhangenden Einzels trangenden zu Ringmolekulen verknupft. 
Die Ligasereaktion mit T4-Ligase (Biolabs, USA) erfolgte in 
einem Reaktionspuf f er mit 50mM TrisHCl, 1 OmM MgCl^, 20mM 
Dithiothreitol. 50|jg/ml Rinder serumalbumin , 1mM ATP, pH 7.8. 
Der Ligaseansatz (lOOpl Volumen) wurde 15 Stunden bei 13®C 
inkubiert . 

Die Reaktion wurde durch Phenolextraktion gestoppt und die 
DNS aus der wassrigen Phase nach dreimaliger Atherextraktion 
mit Xthanol gefallt. Nach Zentrif ugation wurde der DNS-Nieder- 
schlag in SOpl DNS-Puffer (45mM TnsHCl. 0, ImM EDTA, pH 7,9) 
geldst und zur Trans-Formation kompetenter Zellen des Stammes 
Escherichia coli SB44 eingesetzt [ZOOpl kompetente Zellen 
+25m1 der DNS aus dem Ligaseansatz]. 

Die Herstellung von kompetenten Zellen sowie Transf ormations- 
bedingungen entsprechen den in EP 23882 beschriebenen Verfahren 
und Bedingungen. 

Aus den erhaltenen Transf ormanten ( ampicillinresistente Zellen) 
wurde Plasmid-DNS isoliert und durch Restriktionsanaly se die . 
Struktur des Plasmids bestatigt. 
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In Abb- 1 ist eine Restriktionskarte von pSB94 dargestellt. tOie Abstande 2wi- 
schen den einzelnen Restriktionssequenzen sind in Basenpaaren (Bp) angegeben. 
die GesamtgroBe betragt 6454 Bp.) Das Plasmid tragt das Gen fur p-Lactamase 
(Ampicillin-Resistea2> aus pBR322 sowie das Gen fur alkalische Phosphatase 
(phoA) aus E,coli K12. 2ur Herstellung von pSA302 und pSA506 wurden entspre- 
cfiende Oligonukleotide in die Erkennungssequenzen fur die Restriktionsendonu- 
kleasen Ncol bzw. Spl» die sich innerhalb des phoA-Gens befinden, dutch DNS- 
Klonierung eingefugt. pHS4133 ist anschlieSend aus pSA505 durch Entfernung 
eines Pstl-Fragmentes von 27 Bp hergestellt worden. In dan Abb. 2-4 sind 
Restriktionskarten der drei neukombinierten Plasmide dargestellt: 

zu Abb- 2: Die Zahlen 297 und 298 uber der Aminosaureteilsequenz kennzeichnen 
die Aminosauren der Pra-Phosphatase, zwischen welche in dem Protein 
SA302/1 die zusatzlichen 6 Aminosauren eingefugt sind- 

zu Abb. 3c Die Zahlen 44T und 448 uber der Aminosaureteilsequenz kennzeichnen 
die Aminosauren der Pra-Phosphatase, .zwischen welche in dem Protein 
SA 506/1 die zusatzlichen 15 Aminosauren eingefugt sind. 

zu Abb. 4; Die Zahlen 447 und 448 uber der Aminosaureteilsequenz kennzeichnen 
die Aminosauren der Pra-Phosphatase, zwischen welche in dem Protein 
HS4133/1 die zusatzlichen 6 Aminosauren eingefugt sind. 

Bei der Herstellung der neukombinierten Plasmide w:jrden litera-turbekannte 
Methoden der DNS-Klonierung angewendet. Diese sind von T. Maniatis et al, 
(Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Labo-ratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 
USA [19823) ausfuhrlich und zusammenf assend beschrieben worden. Als. WirtszellB. 
dient der Stamm E,Coii SB 44 (W. Boidol, Dissertation. Technische universitat 
Berlin [1 9843; G. Siewert et al., US-Patent Nr. 4 375 514 [198.33 )- Dies ist 
eine phasphatasenegative Mutante (phoA) des weit verbreiteten Klonierungsstam- 
mes E.coli HB 101 {hinterlegt am 16.7.79 unter der Nr. DSM 1507). 
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Oligonukleotide wurden mit Hilfe eines automatisierten DNS-Syn- 
thesegerates, Modell 381A der Firma 'Applied Biosystems, 850 
Lincoln Centre Drive, Foster City, Calif. 94 404, USA', nach 
den Angaben des Gerateherstellers synthetisiert und durch Gel- 
elektrophorese gereinigt. 

Die Sequenzierung von DNS erfolgte nach dem Didesoxy-Verf ahren 
(F. Sanger et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 
[1977]) unter Verwendung der Einzelstrang-Phagenvektoren M13mpl8 
und M13mpl9 (C. Yanisch-Perron et al.. Gene 33^, 103-119 [1985]), 
die bei Boehringer (Mannheim), Pharmacia-LKB GmbH und vielen 
anderen Anbietern erhaltlich sind. 

Zur radioaktiven Markierung wurde Desoxyadenosin-5-[a-''^S]thio- 
triphosphat eingesetzt (M.D, Biggin et al, , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 80, 3963-3965 [1983]). 

Die Restriktionsendonukleasen EcoRI, PstI, SphI und Haelll sowie 
DNS-Ligase {T4)- wurden von der Firma Boehringer, Mannheim, bezo- 
gen. Ncol war von .New England BiolsdDS GmbH, 6231 Schwalbach, und 
Polynukleotid-Kinase (T4) von Pharmacia/P-L, 7800 Freiburg i.Br. 
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1.1. Herstelluncf von pSA 302 

Das Plasmid pSB94 wurde rait der Restriktionsendonuklease Ncol 
Lineeirisiert. Dazu wurde eine Reaktionsmischung, welche 14 iig 
Plasmid-DNS und 17 Einheiten Ncol in 50 lil Reaktionspuf fer 
(50 mil Tris HClr 10 mM MgCl2r 100 mM NaCl2/ 1 Dithiothreitol, 
pH 7.5) enthieltr.7 h bei 37 °C inkubiert. Nach Extraktion der 
Reaktionsmisch\ing lait Phenol wurde die DNS mit fithanol gefailt, 
getrocknet \ind im TE-Puffer (45 mM Tris HCl, 1 inM EDTA, pH 7.5) 
geiost. 

Je 1 Jig der beiden 18mer synthetischen Oligoirakleotide 

5 '-CAT GGC CCT GCA GGA CCC-3' 
und 5 ' -C ATG GGG TCC TGC AGG GC-3 ' , 

welche an der 5'-0H-Grappe nicht phosphoryliert waren, wurden in 
wassriger Losiing gemischt und 15 Min bei 37 "C vorinkubiert. Sie 
wurden anschlieflend mit 3.5 ug linearisiertem pSB94 und 4 Ein- 
heiten DNS-Ligasse (T4) in 50 ul Ligase-Reaktionspuf fer (20 niM 
Tris HCl, 10 mM MgCl2r 10 mM Dithioerythrit, 0,6 mM ATP, pH 7.6) 
2,5 h bei 20 "C umgesetzt. Die DNS wurde wie oben beschrieben 
durch Phenolextraktion und Xthanolfallung aufgearbeitet und zur 
Transformation des Stammes E.coli SB 44 eingesetzt. Die Herstel- 
lung der korapetenten Zellen und die Transformation erfolgten - 
nach einera Verfahren von M. Dagert \ind S.D. Ehrlich (Gene 6, 
23-28 [1979]) . 

Die transformierten Zellen wurden zu Einzelkolonien ausplat- 
tiert. Kolonien, deren Plasmid-DNS die o.g. Oligonukleotidse- 
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quenzen enthielten, wurden durch Koloniehybridisierung identifi- 
ziert. Die Koloniehybridisierung wurde entsprechend dem von T. 
Maniatis et al. (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor N.Y. , USA [1982]) angegebenen Basis- 
protokolle in einer von J. P. Gergen et al* (Nucleic Acids Re- 
search 2^ 2115-2136 [1979]) beschriebenen Variante durchgef lihrt* 

Als radioaktives Hybridisierungsreagenz dienten die o.g. Oligor 

32 

nukleotide, die durch Umsetzxing mit .-ATP und Polynukleotid- 

32 

Kinase (T4) zuvor mit 5*-P -Phosphat markiert worden war en. 

In den neukombinierten Plasmiden der positiven Klone wurde die 
Orientierung des synthetischen Ncol-Fragmentes von 18 Bp durch 
Restriktionsanalyse ermittelt. Dazu wurde nach Standardverf ahren 
Plasmid-DNS isoliert und mit der Restriktionsendonuklease Haelll 
timgesetzt. Die entstandenen Fragmentmischungen wurden durch Gel- 
elektrophorese analysiert (Molekulargewichtsbestiimnung durch 
Vergleich mit HaellT-geschnittenem pBR322 in einem 8 %igen Poly- 
acrylamidgel) . 

Die ftir die Integration des synthetischen Fragmentes von 18 Bp 
verwendete Ncol-Schnittstelle ist in pSB94 auf einem Haelll- 
Fragment von 385 Bp lokalisiert. Dieses Fragment muB in den neu- 
kombinierten Plasmiden fehlen und durch zwei neue Fragmente er- 
setzt sein, da das 18 Bp-Fragment selbst eine Haelll-Sequenz 
tra.gt. Die GroBe der beiden neuen Fragmente hangt von der Orien- 
tierung des 18 Bp-Fragmentes ab: in der gewunschten, in Abb. 2 
dargestellten Orientierung werden Fragmente von 342 Bp und 61 Bp 
erwartet, wahrend die entgegengesetzte Orientierung Fragmente 
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von 330 BP und 73 Bp ergibt. Es wurden mehrere Plasmide beider 
Orientierungen gefunden. Das in Abb. 2 dargestellte pSA302 ist 
eines der Plasmide mit der gewunschten Orientierung . 

Das EcoRI-Fragmenf von 34^ Bp aus PSA302, welches die durch Klo- 
nierung eingeffigte synthetische DNS enthalt, wurde in den Se- 
quenziervektor M13mpl9 kloniert und, wie oben angegeben, sequen- 
ziert. Die in Abb. 2 dargestellte Teilsequenz von pSA302 zwi-. 
schen den beiden EcoRI-Schnittstellen lieE sich veil bestatigen. 



1.2. Hers-telluna von pSA506 

Die Herstellung erfolgte ahnlich die diejenige von pSA302. pSB94 
wurde mit der Restrikfcionsendonuklease SphI linearisiert; Reak- 
tionsbedingungen und Aufarbeitung waren die gleichen wie £Gr 
pSA302 beschrieben. 

Die beiden 45mer Oligonukleotide 

5 • -GTCCTGCAGGCCCGGCGGGTCCAGCAGGCCCTGCAGGTCCGCATG-3 ' 

und 5 ' -CGGACCTGCAGGGCCTGCTGGACCCGCCGGGCCTGCAGGACCATG-3 • 

\n-i^ .q«hl-linearisiertem pSB94 und DNS-Ligase unter den 
gleichen Bedingungen, wie fur pSA302 beschrieben, umgesetzt und 
aufgearbeitet. Nach Transformation von E.coli SB 44 wurden posi- 
tive Klone durch Koloniehybridisierung mit den p32_^„d^rkierten 
45mer Oligonukleotiden identif iziert; 
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Die so erhaltenen neukombinierten Plasmide haben nur auf einer 
Seite des aus den beiden 45mer-01igonukleotiden gebildeten DNS- 
Abschnittes eine int2dcte Sphl-Sequenz * Diese hat in den gesuch- 
ten Plasmiden einen Abstand von 257 Bp von der nachstgelegenen 
EcoRI-Sequenz (vergl. Abb. 3), wahrend diese Distanz in den 
Plasmiden der entgegengesetzten Orientierung genau wie in pSB94 
nur 212 Bp betragt. 

Die Grofienbestiiranung der DNS-Fragnente, die durch Umsetzung der 
neukombinierten Plasmide mit den Restriktionssequenzen EcoRI und 
SphI erhalten warden, durch Gelelektrophorese zeigte, daB pSASOe 
eines der Plasmide mit der gewiinschten Orientierung des synthe- 
tischen DNS-Fragmentes ist. Zur Bestatigung der in Abb. 3 darge- 
stellten Sequenz wurde das EcoRI /Sphl-Fragment von 257 Bp in den 
Sequenziervektor M13mpl8 kloniert und sequenziert. 

1.3. Herstellunq von pHS4133 

Eine Reaktionsmischung aus 3 \ig DNS des Plasmids pSA506 und 

5 Einheiten des Restriktionsenzyms PstI in 50 m1 Reaktionspuf f er 

(wie in 1.1.) wurde 2 h bei 37 **C inkubiert und wie in Beispiel 

1-1. auf gearbeitet . Es entstanden 3 DNS-Fragmente (27 Bp, 

2420 Bp und 4007 Bp) , die durch Elektrophorese in einem 1 %igen 

Agarosegel voneinander getrennt wurden. Die beiden groBeren 

Fragmente wurden durch Elektroelution aus dem Gel isoliert, ver- 

einigt und mit DNS-Ligase (T4) unter Reaktionsbedingungen wie in 

Beispiel 1.1. iimgesetzt, auf gearbeitet und zur Transformation 
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von E.coli SB 44 eingesetzt. Aus einigen Ampicillin-resistenten 
Klonen wurde Plasmid-DNS isoliert. Eines von diesen ist pHS4133, 
dessen Restriktionskarte in Abb. 4 dargestellt ist. pHS4133 lei- 
tet sich aus pSA506 durch eine Deletion ab, die zu einer GroSen- 
venainderung des EcoRI/Sphl-Fragmentes von 257 auf 230 Bp fvihrt. 
Dieses Fragment wurde wie in Beispiel 1.2. in H13mpl8 kloniert 
und sequenziert. Dabei. lieB . sich _die in Abb. 4 angegebene Nu- 
kleotidseqxienz bestatigen. 



2. Herstelluna der Proteine 5A 302/1. SA 506/1 und HS 4133/1 

Die drei Proteine wurden durch Fermentation der in Teil 1 der 
Beispiele beschriebenen Stamme 

E.coli SB44 (pSA302) r, 

E.coli SB44 (pSA506^ 
und E.coli SB44 {pHS4133) 

erhalten. Ihre Biosynthese ist in der gleichen Weise wie dieje- 
nige von alkalischer Phosphatase reguliert: sie wird durch anor- 
ganisches Phosphat reprimiert und ist umgekehrt in phosphatarmen 
Medien induziert (A. Torriani, Biochem. Biophys* Acta 38.' 460- 
469 [I960]). 

Zur Identifizierung der Phosphatase-Derivate wurde u.a. das Im- 
munblot-Verfahren nach H. Towbin et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 76 r 4350-4354 [1979]) angewendet. Das dafur benotigte Anti- 
serum war durch Immunisierung von Kaninchen mit gereinigter al- 
kalischer Phosphatase aus E.coli K12 unter Standardbedingtingen 
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(vergl. D.M. Weir, Handbook of Experimental Immunology, Vol. Ill, 
Blackwell Scientific Publ, Oxford 1978) hergestellt worden. Die 
zur Immunisierung eingesetzte Phosphatase \v^rde nach bekannten 
Verfahren (A. Torriani, in: 'Methods in Enzymology' , Vol. XI IB , 
212-218, L. Grossman, K. Moldave (Eds.) Academic Press, New York 
C19683) isoliert. Als. zweiter Antikorper diente ein Ziegen-Anti- 
serum gegen Kaninchen-IgG, an welches alkalische Phosphatase als 
Marker-Enzym gekoppelt war (Cooper Biomedical Inc., Malvern, USA). 
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat wurde als Farbreagenz verwendet. 



Die drei Proteine sowie auch die drei o.g. Starame, von denen sie 
produziert werden, sind untereinander so ahnlich, daB fvir alle 
das gleiche Fermentations- und Isolierungsverf ahren angewendet 
werden kann. 

2.1. Fermentation 

20 ml L-Medium (E.S. Lennox, Virology 1^, 190-206 [1955]), die 
zusatzlich 100 ;ig/ml Ampicillin enthielten, wurden mit einer 
Einzelkolonie beimpft, 24 h bei 37 "C geschuttelt und anschlie- 
Send in 800 ml des gleichen Mediums . viberfuhrt , die wiederum 
16 h bei 37 °C geschuttelt wurden. Diese Vorzucht wurde in ei- 
nem 20 1-Glasfermenter iiberfuhrt, in dem sich 9,2 1 Niedrigphos- 
phatmedium befanden (LP-Medium nach K. Kreuzer et al.. Genetics 
£1, 459-468 [1975]).. Der Fermenter wurde 6 h bei 37 "C und einer 
Beluftung von 10 1/min mit 220 min""^ geruhrt. AnschlieBend wur- 
den die Zellen in einer Durchf luBzentrifuge geerntet, wobei ca. 
30 g feuchte Zellmasse erhalten wurde. 
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2.2. T^nlieruncT von anaereiche -^-" ^^""^^^"^^^^^^^^^ 

30 g feuchte Zellen aus 2.1. wurden in 400 .1 Auf schluBpuf fer 
(50 ^ Tris HCl, 160 ^ NaCl, pH 8.0) suspendiert. Nach Zugabe 
von Phenylmethylsulfonylfluorid (Endkonzentration 10 m) und 
DNAse (DNAse I aus Einderpankreas , Fa. Boehringer /Mannheim, 

Keinheitsgrad I; -10 ug/g feuchte Zellen) wurde die Suspension 

in eine. Zellhomogenisator (Manton-Gaulin) bei einem Druck von 
650-700 kg/cm» (10 000 Psi) in einem Kuhlraum (4 »C) aufge- 

_ ,.,*..v,i„R «„rde zweimaL wiederholt, nach jedem 

Durchgang vmrde die Suspension In Eis ge«mlt. Die unlSslichen 
Zellbestandtelle wurden durch Zentrifugation abgetrennt (20 mn. 

10 000 K g und 4 -C) , zweimal mit Auf sohluBpuffer gewaschen 
^d in 50 «H Tris HCl. PH S.0/8 « Hamstoff (60 ml) gelSst. Me 
Msung wurde durch Zentrifugation von unlOsliohen Bestandteilen 
befreit und bis .ur weiteren Eeinigung durch Gradientenohron^to- 
graphie in Eis aufbewahrt. 

2.3. T^.n<:ifi2ler. .nT der Phosphat-ase-Perivate 

Hauptproteinbestandteil (=a. 50-70 %) der in 2.2. erhaltenen 
Proteinextrakte in Hamstoffpuf fer isf das Jeweilige Phospba- 
tase-Derivat. »aoh Trennung der Proteinmiscbungen durch Elel^tro- 
phorese in SDS-Polyacryiamidgelen unter standardbedingungen 
(O.K. Lae^ii. Hature 227, 680-685 tl970]) wurden die entapre- 
cbsnden Proteinbanden anhand folgender Kriterien identifi.iert, 
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a) Die starkste Bande des Proteingemisches hat ein Molekular- 
gewichtr welches der in Tab. 1 angegebenen Aminosaurese- 
quenz entspricht. 

b) Dieses Protein ist durch Phosphat reprimierbar , d*h. die 
Bande fehlt, wenn die Zellen wie in 2.1., jedoch mit der 
10-fachen Phosphatkonzentration fermentiert warden. 

c) Die Bande ist plasmidspezif isch, sie fehlt in Zellen -des 
plasmidfreien Stammes E.coli SB 44, der unter den gleichen 
Bedingungen wie in 2.1. hergestellt wurde. 

d) Die Bande reagiert im Iimnunblot spezifisch mit Antiserum 
gegen gereinigte alkalische Phosphatase aus E.coli K12. 

Aus gelelektrophoretischen Molekulargewichtsbestimmungen mit 
Hilfe eines Standardproteingemisches (Low Molcular Weight Pro- 
teins der Firma Pharmacia) ist zu erkennen, daB die Phosphatase- 
Derivate in der sogen. Pra-Form vorliegen, d.h. noch die Signal- 
sequenz der alkalischen Phosphatase enthalten. Die Proteine sind 
in verdiinhtem Puffer relativ schwer loslich. Daher lassen sich 
in den nach. Zellauf schluB und Zentrifugation erhaltenen Uber- 
stande nur geringe Mengen nachweisen. 

2.4. Reinigunq der Phosphatase-Derivate 

Die in 2.2. erhaltenen Prbteinextrakte wurden zur weiteren Rei- 
nigung der modif izierten Phosphatasen durch Gradientenchromato- 
graphie mit Hilfe eines Mitteldruck-Chromatographiegerates (FPLC) 
der Fa. Pharmacia, Dppsala/Schweden, aufgetrennt. Eine Anionen- 
austauschersaule des gleichen Hers tellers (Typ Mono Q-HR 5/5) 
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wurde mit Puffer A (50 mM Tris HCl, 8 M Harnstoff, pH 8.0) eq^ii- 
Ubriert, mit der- ProteinLSsung aus 2.1. beladen und schlieBlich 
mit einem aus Puffer A und Puffer B (50 mM Tris HCl, 1 M NaCl, 
8 M Harnstoff, pH 8.0) gebildeten Gradienten von 0-200 mM NaCl 
mit einer Durchf luBrate von 1.0 ml/min eluiert. Das gesamte Gra- 
dientenvolumen betrug 20 ml, es wurden Fraktionen von je 1 ml 
gesairaaelt. 

Die Extinktion des Eluats bei 280 nm wurde mit einem Durchflufi- 
pLotometer registriert. Die Proteinzusammensetzung der einzelnen 
Fraktionen vmrde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ana- 
lysiert. Die Phosphatase-Derivate eluierten bei 50-70 mM NaCl. 
Die entsprechenden Fraktionen .mrden vereinigt und gegen das 
400-fache Volumen Puffer (50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0) 
dialysiert. Die Proteine blieben unter diesen Bedingungen gelQst 
und wurden in dieser Form fur die anschlieBende Spaltung mit 
Koilagenase eingesetzt. Die Reinheit der Praparationea wur.e 
durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese kontrolliert (siehe 
s. 35 , spur 4, 6 und 8), sie war groBer als 90 %. Der Protein- 
gehalt wurde nach W. Schaffner et al. (Anal. Biochem. 56, 502- 
514 C19733) rait Amidoschwarz lOB bestimmt, die Konzentrationen 
betrugen 0.6-0.7 mg/ml. Aus einer. 10 1-Fermentation wurden ca. 
ISO mg Protein erhalten. 
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3 . Spezifische Spaltunq der modif izierten Phosphatase-Proteine 
mit Kollaqenase 

3*1. Reinigunq der Kollaqenase 

Clostridiopeptidase A aus Clostridiiim histolyticum (EC 3.4.24.3) 
wurde von der Fa. Sigma Chemie GmbH, D-8024 Deisenhofen, Grun- 
walder Weg 30, bezogen (Typ VII, Best. -Nr. C0773) . Das Enzym 
wurde durch Gradientenchromatographie unter Verwendung des FPLC- 
GercLtes und der gleichen AnionenaustauschersM.ule wie in Beispiel 
2.4. welter gereinigt. Es wurden 2 mg Kollagenase eingesetzt und 
mit einem aus Puffer A (10 Tris HCl, 5 mM CaCl^/ pH 8.0) und 
Puffer B (10 mM Tris HCl, 5 mM CaCljf 1 mM NaCl, pH 8.0) gebil- 
deten Gradienten von 0-200 mM NaCl mit einer Durchf luBgeschwin- 
digkeit von 0.5 ml/min eluiert. Das Gesamtvolumen des Gradienten 
betrug 20 ml. Die Kollagenase-Aktivitat wurde mit einem von E. 
wansch et al. (Hoppe-Seyler ' s Z. Physiol. Chem. 333 , 149-151 
[1963]) beschriebenen Test ermittelt. Die aktivste Fraktion hat- 
te einen Proteingehalt von 0.8 mg/ml und eine spezifische Akti- 
vitat von 2500 Einheiten/mg. Die im Folgenden beschriebenen 
Spaltversuche wurden mit dieser Fraktion ausgefuhrt, die bei 
-20 °C aufbewahrt wurde. 
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3.2. Spaltung von HS 4133/1 

Das einlcattige Protein h.t .ine Mnge von 477 Aminosauren («ole- 
toilargewlcht 49 919) . enthSlt die durch KoUagenasen spalt- 

bare Sequenz 

-Gly- (Pro-Y-Gly) ^-^to- 
wobei fixr Y einmal His und einmal Ala steht (vergl. Tab. 1). 
Durch Spaltung belder Y-Gly-Bindungen entstehen zwei Proteine 
:ait Langen von 447 AMnosauren (MG. 46 880) und 27 Aminosauren 

Urn die Reaktions- 

(MG* 2832) sowie aas xixf ct/u^.^ 

fShiglceit aer varsohiedenen Phosphatase-Derivate gegeniiber Kol- 
lagenase ndtainandar vergleiohen zu kS^en, »urde die Blldung 
des ,r5B^en spaltprodulctes in «ig^eit von de. Beamons.eit 

und der Enzymmenge geiaessen. 

Eine Reaktionsmisohung. welohe 53 .g HS 4133/1 und 0.1 Elnheit 
. clos«idiopeptidase in 100 .1 Heahtionspuffer .90 ^1 Trls HCl. 
5 ^ caclj, 120 SaCl. pH 8.0) enthielt, vnrde 2.5 h be. 37 »C 
inW>iert. in »eitab3«nde„ von 15 bis 30 Min. wurden Proben von 

10 »1 entnoi^^n und durch zugabe von 3 ,.1 Probenpuffer (10 » 
saccharose, 10 * Hatriu^dodecylsultat, 1 ^ Dithiothreitol , 2 «H 
^DTA) sowle durch fUnfminatiges Erhitzen au£ 95 -C sofort ge- 



stoppt. 



Die proben wurden durch EleWrophorese in elnem SDS-Polyacryl- 
amid-oradientengel (Gradient von 12,5 » bis 25 % Kcrylamid mit 
.constant 0,33 % Bisacrylamid) getrennt. Hach Anftrben mt Coo- 
^ssie Brilliant Blue G wurde das <3el entsprechend den Protein- 
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bahnen in Streifen geschnitten und mit einem Gel-Scanner (Fa. 
Isco, optische Einheit Typ 6, Absorptionsmonitor UA-5) bei 
280 nm quantitativ ausgewertet. Mit Hilfe einer entsprechenden 
Eichkurve^ die mit einem gereinigten Phosphatase-Protein erhal- 
ten worden war, wurden die Proteingehalte fiir die Banden des 
groBten Spaltproduktes aus den Peakhohen ermittelt. Die Ergeb- 
aisse sind auf S. .36 zusammengef aBt . Aus den Daten ergibt sich 
eine Produktbildungsrate von 21 ,0 pMol/min/Enzymeinheit fiir 
HS 4133/1. 

Die Trennung auf $• 35 zeigt in Spur 7 eine gelelektrophoretische Trennung 
des grofiten Spaltproduktes aus einer Probe von HS 4133/1 nach vollstandiger 
Qnsetzung mit Clostridiopeptidase A. 

3.3, Spaltunq von SA 506/1 

Das einkettige Protein hat eine Lange von 486 Aminosaiiren (MG. 
50 596) und enthalt die durch Kollagenase spaltbare Seguenz 

-Gly- (Pro-Y-Gly) ^-Pro- 
wobei fur Y einmal His und viermal Ala steht (vergl. Tab. 1). 
Bei Spaltung aller Y-Gly-Bindungen entstehen die gleichqn Pro- 
teine wie aus HS 4133/1 (vergl. 3,2.) und 4 Mol Gly-Pro-Ala je 
Mol Substrat. Die Bestimmung der Reaktionsf ahigkeit von SA 506/1 
gegeniiber Clostridiopeptidase A erfolgte in der gleichen Weise 
wie bei HS 4133/1. 

Der Reaktionsansatz enthielt 53 ng 506/1 in 100 \il und hatte 
die gleichen Enzym- und Puf f erkonzentrationen wie der Ansatz fiir 
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HS 4133/1. Er vmrde 80 Min. bei 37 inkiabiert. In Abstanden 
von 10 bis 15 Min. wurden 10 nl-Proben genommen und, wie in 3.2. 
beschrieben, gestoppt und nach Gelelektrophorese mit. einem Gel- 
Scanner analysiert* Die Ergebnisse sind auf S. 36 dargestellt. 
Die Produktbildungsrate betrug 60 p Mol/min/Enzymeinheit. 

Die Trennung auf S. 35 seigt in Spur 5 das grofite Reaktionsprodukt aus 
SA. 506/1 nach quantitativer Umsetzung mit Clostridiopeptidase A. 

3.4. Spaltunq von SA 302/1 

Das einkettige Protein hat eine Lange von 477 Aiainosauren und 
enthalt die durch Kollagenase spaltbare Sequenz 

-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro- 
(vergl. Tab. 1) . Es entstehen zwei Spaltprodukte mit Langen von 
301 Aiainosauren (MG. 31 269) und 176 Aminosauren (MG. 18 668). 
Wegen der geringen Reaktionsfahigkeit von SA 302/1 wurde nur ein 
ungefahrer V7ert fiir die Produktbildungsrate ermittelt. 

Eine Reaktionsmischung, welche 5 p-g SA 302/1 und 1,0 Einheit 
Clostridiopeptidase A in 15 \il Reaktionspuf fer (wie in 3.2.) 
enthielt, wurde 15 h bei 37 inkubiert und dann, wie in 3.2. 
beschrieben, durch Zugabe von Probenpuffer und Erhitzen gestoppt 
und durch Gelelektrophorese und Auswertung mit einem Gel-Scanner 
analysiert. Es waren ca. 0.02 p Mol/min/Enzymeinheit des groBeren 
Reaktionsproduktes gebiidet worden. Auf Seite '35 ist in Spur 9 die 
entsprechende gelelektrophoretische Trennung dargestellt. 
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Tab. 2: 



Produktbildungsraten fur die Umsetsung der modifizier- 
ten Pra-Phosphatasen (Tab. 1) und der PrS-Phosphatase/ 

^ • ('^ flkterzeicnen P3731 875.6 ) tnit Clostridio- 

ATCH-Fusionsproteine ts. MKtenzeiuHi r -. 

peptidase A 



Protein- 
bezeichnung 



Zahl der repetltiven 
Collagenase- • 
Schnittstellen 



Produktbildungs- 
rate 

pMol /min/Enzym- 
einheit 



SA302/1 

HS4133/1 

SA506/1 

SA186/1 
SA343/1 
SA341/1 
SA360/1 



1 
2 
5 

1 
2 
5 
8 



~ 0,02 

zno 

59,8 

< 0,01 
40 
350 
540 
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Abb. 5: Gelelektrophoretische Trennung der Phospha tase-Proteine aus Tabelle 1 
sowie der daraus durch Umsetzung mit Clostridiopeptidase A erhaltenen 
Reaktionsprodukte 




SA341/T SA506/1 HS4133/1 SA302/1 



Reihe 1 und 10 : Molekulargewichtsmarke 
Reihe 2. 4. 6 und 8: Proteine aus Tabelle 1 

Reihe 3. 5, 7 und 9: Produkte nach Spaltung mit Clostridiopeptidase A 

Das in Reihe 2 und 3 eingesetzte Fusionsprotein war nicht durch Gradienten- 
chromatographle gereinigt worden. 

Die Bande mit dem niedrigsten Holekulargewicht in Reihe 3 ist Gly-Pro-ACTH 
( 1-39) . 

In Reihe 5 und 7 ist nur das hochmolekulare Spaltprodukt erkennen. das 
niedermolekulare Produkt hat das Gel vdllstandig durchlaufen. 
In Reihe 9 sind auBer den Produkten der Spaltung mit Clostridiopeptidase A 
(ME 31 200 und 18 700) auch Produkte unspezif ischer Spaltung enthalten. 
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Abb. 5 : Zeitabhangiglceit der Umsetzung der Proteins SA302/1 , 
HS4i33/l und SA506/1 mif Clostridiopeptidase A 



Produkf pra 
Einzelprobe 



5o- 



4o- 



3o' 



2o- 



1o- 



SA5o6/1 




3o 



6o 



9a 



SA3o2/1 
0 



12o ■ 15o 9oo Nn] 



Die Rea.tionsb- dingungen sind in Beispiel 3.2 - 3.4 beschr.eben, 
Die Werte fiir SA506/1 und HS41 33/1 wurden mit je 0,01 Exnhext 
und fur SA302/1 mit 1,0 Einheit Clostridiopeptidase A erhalten. 
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Patentanspruche 



K Fusionsprotein der allgemeinen Formel I 

H2N-Z^-X-(Pro.Y-6ly)^-Pro-Ze-C00H (I) , 

in der 

n ^2 ist, 

X und Y jede der 20 durch den genetischen 
Code festgelegten Aminosauren dar- 
stel It, 

Z-| eine bakterielle Aminosauresequenz 

und 

^'^ das Zielpeptid aus beliebigen Amino- 

sauren des genetischen Codes be- 
deuten. 



2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzei chnet , daB 
n 2 bis 10 ist und X fur Gly steht. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzei chnet , 
dafi eine Sequenz von 444 Aminosauren im Bereich der Amino- 
sauresequenz 1 - 444 der Praphosphatase aus E.coli K 12 dar- 
stellt. 
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4. Fusionsprotein nach Anspruch 1 - 3, dadurch gekennzeichnet . 
daB l^ eine Aminosauresequenz von humanem ACTH bedeutet. 

5. Verfahren zur Herstellung von Fusionsproteinen der Formel I, 
dadurch gekennzeichnet, daB man eine fur Proteine der Formel I 
kodierende Genstruktur in einer bakteriellen Wirtszelle ex- 
primiert und das Fusionsprotein Qber Trennverfahren erhait. 

5. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man 
als bakterielle Wirtszelle E.coii einsetzt. 

7. Genstrukturen, kodierend fur Fusionsproteine der Formel I. 

a. Plasmide oder vergleichbare Vektoren, die Codons fur repeti- 
- tive CoIIagenase-Schnittstellen enthalten und damit zur Her- 
stellung von Fusionsproteinen nach Anspruch 1 geeignet sind- 

9. Plasmid pSA 505 
10. Plasmid pHS 4133 

t1- Verfahren zur Herstellung eines eukaryot ischen Proteins, da- 
durch gekennzeichnet. daB man aus einem Fusionsprotein der 
Formel I enzymatisch die C-terminal auf die Aminosauresequenz 
-X-CPro-Y-Gly)^-Pro-, in der X und Y jede genetisch kodier- 
bare Aminosaure und n > 2 bedeuten, folgende Proteinse- 
quenz abspaltet. 
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12. Verfahren zur Herstellung eines eukaryot i schen Proteins 
nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB man die 
Y-Gly-Bindungen in der Aminosauresequenz -X-(Pro-Y-Gly )^-Pro 
mit einer Collagenase selektiv spaltet und anschlieliend 
den N-terminalen Gly-Pro-Rest mit einer Postprol indipeptidyl- 
aminopeptidase abspaltet. 
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Abb. 2 ; Res triktionskar te des Plasmids pSA302 



297 298 
Tyr His Gly Pro Ala Gly Pro His Gly 

5'-TAc ]cAT GG C CCT GCA GGA CCc ] CAT G GC-3' 
3'-ATG GTA cbc GGA CGT CCT GGG GTA dCG-5 



Haellll : — 

Ncol PstI 



J 

J Avail Ncol 




(Xhol/Sall) 



Bell 



Hindlll 



Hindi 



PstI 



PvuII 
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Abb. 3 : Restriktionskarte des Plasmids pSA506 



447 448 
Pro His Gly Pro Ala Gly Pro Ala Gly Pro Ala Gly Pro Ala Gly Pro His Ala 

5'-CCG CAldGT COT GCA GGC CCG GCG GGT CCA GCA GGC CCT GCA GGT CCG CAT G^C-3' 

3'-GGq GTA CCA GGA CGT CCG GGC CGC CCA GGT CGT CCG GGA CGT CCA GGC GTA CGG-5* 
—^11 I , — v 



(SphI) 



PstI 



. \ 



PstI 



SphI 




Hindlll 



Hindi 



PvuII 



15^3 
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Abb. 4 : Restriktionskarte des Plasmids pHS4133 



447 448 
Pro His Gly Pro Ala Gly Pro His Ala 

5 ' -CCG CATcjsT CCT GCA GGT CCG CAT cj cC-S ' 

3 ' -GGCj GTA CCA G^GA CGT C^C A GGcJ GTA CGG-5 ' 

(SphI) PstI SphI 




1543 
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